Polyclonal antibody preparation of Adp and substrate screening of CRL4Adp E3 ligase by 药艳军
 
 
学校编码：10384                                   分类号     密级          
学号：21620141152453                                    UDC          
 
 
硕  士  学  位  论  文 
 
Adp 多克隆抗体的制备和 CRL4Adp E3 
ligase 底物的筛选 
Polyclonal antibody preparation of Adp and substrate 
screening of CRL4
Adp
 E3 ligase 
 
药艳军 
 
 指导教师姓名：赵同金教授 
   专业名称：微生物学 
论文提交日期：2017年  月 
论文答辩时间：2017年 5月 
学位授予日期：2017年  月 
 
答辩委员会主席：           
评    阅    人：           
 
 
2017年 月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 
 
 
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的
资助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号内填写课
题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特
别声明。） 
 
 
 
 
 
 
 
声明人（签名）： 
          年   月   日 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 
 
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文
应是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密
委员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认
为公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                             声明人（签名）： 
年   月   日  
厦
门
大
博
硕
士
论
文
摘
要
库
I 
 
目 录 
 
摘 要 ......................................................................................................... V 
Abstract .................................................................................................. VII 
缩略词表 ................................................................................................. IX 
第一章 前 言 ............................................................................................ 1 
1.1 Adp 的结构及功能 .......................................................................................... 1 
1.1.1 Adp 基因概况 ......................................................................................... 1 
1.1.2 WD40 domain 和 TPR motifs ................................................................ 1 
1.1.3 Adp 的功能 ............................................................................................. 3 
1.2 蛋白质的泛素化 ............................................................................................. 3 
1.2.1泛素化修饰机制概述............................................................................. 3 
1.2.2泛素连接酶的分类及结构..................................................................... 5 
1.2.3 DDB1-CUL4-ROC1 复合体 .................................................................. 6 
1.2.4泛素化的生物学功能............................................................................. 9 
1.3 脂肪细胞分化 ............................................................................................... 10 
1.3.1 脂肪细胞分化的调控网络.................................................................. 10 
1.3.2 早期转录因子...................................................................................... 11 
1.3.3 后期转录因子...................................................................................... 12 
1.3.4 共激活因子.......................................................................................... 13 
1.3.6影响脂肪细胞分化的细胞信号通路................................................... 19 
1.4 本课题研究的内容和意义 ........................................................................... 20 
第二章 材料和方法 ................................................................................ 22 
2.1实验材料 ........................................................................................................ 22 
2.1.1 材料及仪器.......................................................................................... 22 
2.1.2 实验药品.............................................................................................. 23 
2.1.3 质粒...................................................................................................... 26 
2.1.4 菌株...................................................................................................... 26 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
II 
 
2.1.5 细胞株.................................................................................................. 26 
2.1.6 抗体...................................................................................................... 26 
2.2 实验方法 ....................................................................................................... 27 
2.2.1分子生物学实验................................................................................... 27 
2.2.2 蛋白分析实验...................................................................................... 34 
2.2.3 细胞生物学实验.................................................................................. 39 
2.2.4 蛋白原核表达和多克隆抗体的制备.................................................. 43 
2.2.5 RT-qPCR 实验 ...................................................................................... 45 
第三章 结果与分析 ................................................................................ 48 
3.1 Adp 的原核表达及多克隆抗体的制备 ........................................................ 48 
3.1.1  Adp 重组蛋白的原核表达 ................................................................ 48 
3.1.2  Adp 兔多克隆抗体的制备 ................................................................ 51 
3.2 从转录因子中筛选 CRL4Adp E3 ligase 的泛素化底物 .............................. 53 
3.2.1  Co-IP 筛选与 Adp 有相互作用的转录因子 .................................... 53 
3.2.2  蛋白降解实验筛选 CRL4Adp E3 ligase的泛素化底物 ................... 54 
3.3 从共激活因子中筛选 CRL4Adp E3 ligase 的泛素化底物 .......................... 56 
3.3.1  Adp 作用于脂肪细胞分化后期 ........................................................ 57 
3.3.2  Protein C 是 CRL4Adp E3 ligase 的泛素化底物 .............................. 58 
第四章 讨 论 .......................................................................................... 62 
参考文献 .................................................................................................. 64 
附 录 ........................................................................................................ 69 
致 谢 ........................................................................................................ 73 
 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
III 
 
Contents 
Abstract in Chinese .................................................................................. V 
Abstract in English ............................................................................... VII 
Abbreviation ........................................................................................... IX 
Chapter 1 Preface  ................................................................................... 1 
1.1 The structure and function of Adp gene ....................................................... 1 
1.1.1 The general situation of Adp gene .......................................................... 1 
1.1.2 WD40 domain and TPR motifs ............................................................... 1 
1.1.3 The function of Adp gene ....................................................................... 3 
1.2 Protein ubiquitination .................................................................................... 3 
1.2.1 An overview of the mechanism of ubiquitination................................... 3 
1.2.2 Classification and structure of ubiquitin ligase ....................................... 5 
1.2.3 The DDB1-CUL4-ROC1 complex ......................................................... 6 
1.2.4 The biological function of ubiquitination ............................................... 9 
1.3 Adipocyte differentiation .............................................................................. 10 
1.3.1 the regulation network of adipocyte differentiation .............................. 10 
1.3.2 The early transcriptional factor ............................................................. 11 
1.3.3 The late transcriptional factor ............................................................... 12 
1.3.4 Transcriptional coactivator .................................................................... 13 
1.3.6 Signaling pathways involved in adipocyte differentiation .................... 19 
1.4 Contents and Significance about this research........................................... 20 
Chapter 2 Materials and methods ......................................................... 22 
2.1 Materials ........................................................................................................ 22 
2.1.1 Expermental Materials and apparatuses................................................ 22 
2.1.2 Expermental reagents ............................................................................ 23 
2.1.3 Plasmids ................................................................................................ 26 
2.1.4 Strains ................................................................................................... 26 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
IV 
 
2.1.5 Cell lines ............................................................................................... 26 
2.1.6 Antibodies ............................................................................................. 26 
2.2 Methods .......................................................................................................... 27 
2.2.1 Molecular cloning experiments............................................................. 27 
2.2.2 Protein experimnets .............................................................................. 34 
2.2.3 Cell experiments ................................................................................... 39 
2.2.4 Prokaryotic expression of protein and polyclonal antibody preparation
........................................................................................................................ 43 
2.2.5 RT-qPCR ............................................................................................... 45 
Chapter 3 Results and Analysis ............................................................. 48 
3.1 Prokaryotic expression and polyclonal antibody preparation of Adp ..... 48 
3.1.1 Prokaryotic expression of Adp .............................................................. 48 
3.1.2 Polyclonal antibody preparation of Adp ............................................... 51 
3.2 Screening of the substrates of CRL4
Adp
 E3 ligase from transcriptioal 
factors  ................................................................................................................. 53 
3.2.1 Screening of the transcriptional factors interacting with Adp through 
Co-IP .............................................................................................................. 53 
3.2.2 Screening of the substrates through Protein degradation experiment ... 54 
3.3 Screening of the substrates of CRL4
Adp
 E3 ligase from transcriptioal 
coactivators .......................................................................................................... 56 
3.3.1 Adp has an significant effect on the late stage of adipocyte 
differentiation ................................................................................................. 57 
3.3.2 Protein C is a substrate for ubiquitination of CRL4
Adp
 E3 ligase ......... 58 
Chapter 4 Discussion .............................................................................. 62 
References ................................................................................................ 64 
Appendixes .............................................................................................. 69 
Acknowledgements ................................................................................. 73 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘 要 
V 
 
摘 要 
Adp是一个进化上保守的抗肥胖基因，在果蝇、哺乳动物和人类中有很高的
同源性。Adp 以剂量依赖的方式抑制脂肪的积累，抑制 Adp 的表达会促进蠕虫
和果蝇体内脂肪的积累。Adp基因型杂合的果蝇和老鼠都表现出肥胖的表型，但
是 Adp 基因型杂合个体的体内脂肪含量低于 Adp 双突变体。Adp 在很多组织都
有表达，在脂肪组织中过量表达 Adp 会引起消瘦的表型，但是目前也还不清楚
这个基因在其他组织中的作用。当Adp不能与DDB1结合时，它就不能通过CRLs
泛素化系统发挥其抑制脂肪细胞分化的功能。Adp在细胞核和细胞质中都有表达，
但是只有细胞核中的 Adp能够发挥抑制脂肪积累的功能。 
脂肪细胞分化是一系列脂肪细胞分化特异性的基因有序表达的生物学过程。
这个过程需要多种信号通路的协同作用，并形成了一个精密的转录调控网络。
C/EBPα 和 PPARγ 是这一过程的核心调节子。在脂肪细胞分化早期，C/EBPβ、
C/EBPδ、KLFs、CREB、Krox20、SREBP-1c等早期转录因子分别从不同的通路
被诱导激活，并随后激活后期转录因子的表达，最终梭形的脂肪前体细胞转变为
圆形、含有丰富脂滴的成熟脂肪细胞。 
本论文首先通过原核表达系统得到 Adp 重组蛋白，并制备得到 Adp 的多克
隆抗体。接着又通过 3T3-L1脂肪前体细胞模型研究了 Adp抑制脂肪细胞分化的
分子机制。Adp 可能作为 DDB1-CUL4-ROC1（CRL4）泛素化系统的 adaptor，
通过 CRL4Adp E3 ligase 泛素化降解脂肪细胞分化过程中的关键转录因子或者共
激活因子，从而抑制脂肪细胞的分化。在对脂肪细胞分化相关的转录因子进行初
筛后，并没有发现 CRL4Adp E3 ligase的泛素化底物。通过 RT-qPCR实验发现， 
Adp是通过影响脂肪细胞分化的后期事件来发挥其抗肥胖的功能。而脂肪细胞分
化后期转录因子是被前期转录因子及其共转录因子所调控。C/EBPβ 作为脂肪细
胞分化前期最重要的转录因子，很有可能是它的辅激活因子被泛素化调控，并进
而影响到后期转录因子的表达。所以我们通过 C/EBPβ pull down 实验来寻找与
其相互作用的辅激活因子，并从中筛选 CRL4Adp E3 ligase 的泛素化底物。通过
Candidate screening策略筛选及进一步的蛋白降解实验，最终发现了共激活因子
—Protein C，能够被 CRL4Adp E3 ligase泛素化系统所降解。这些结果为临床上治
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疗肥胖症提供了潜在的治疗靶点。 
 
关键词：Adp；脂肪细胞分化；泛素化 
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Abstract 
Adp is an evolutionarily conserved gene, which appears to inhibit fat formation 
in a dosage-sensitive manner. The anti-obesity function of Adp is conserved from flies 
to mammals. Adp heterozygous flies and Adp heterozygous mutant mice are obese 
and insulin resistant, and the fat biology of Adp heterozygous mutant mice 
intermediate between wild-type and Adp nulls. Adp is expressed in many tissues, and 
a transient transgenic increase in Adp activity in fat tissues reduces fat accumulation, 
but it is not clear how this gene acts in other tissues. Distupting the interaction 
between Adp and DDB1 leads to a loss of adipogenic suppression by Adp, increased 
triglyceride accumulation and adipogenic gene expression. The nuclear fraction of 
Adp blocks adipogenesis while the cytoplasm fraction not and in some conditions 
even stimulated adipogenesis, like a dominant negative Adp. 
The differentiation of preadipocytes into adipocyte is regulated by an elaborate 
network of transcription factors that coordinate expression of hundreds of proteins 
responsible for establishing the mature fat-cell phenotype. At the center of this 
network are the two principal adipogenic factors, C/EBPα and PPARγ, which oversee 
the entire terminal differentiation process. The first wave is initiated by adipogenic 
stimuli that activate several early adipogenic factors including C/EBPβ, C/EBPδ, 
KLFs, CREB, Krox20, SREBP-1c. These transcription factors in turn induce 
expression of the second wave of transcription factors, of which C/EBPα and PPARγ 
are the most important, and these key adipogensis factors then induce expression of 
the gene program that leads to the mature adipocyte phenotype. 
First of all, we expressed recombinant Adp using prokaryotic expression system 
and prepared rabbit polyclonal antibodies of Adp. After that, the molecular 
mechanism of Adp against obesity was revealed by 3T3-L1 cell culture model of 
adipogenesis. Adp may function as a substrate receptor to recruit transcription factor 
or coactivitor for ubiquitination by the CRL4 ligases. Screening the transcription 
factors associated with adipocyte differentiation, we did not find the ubiquitinated 
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substrate for CRL4
Adp
 E3 ligase. On the one hand, RT-qPCR experiments showed that 
Adp exerts its anti-obesity function by influencing the late stages of adipocyte 
differentiation. On the other hand, the expression of late transcription factors was 
regulated by early transcription factors and its coactivitors. Since C/EBPβ is the most 
important transcription factor in adipocyte differentiation, it is likely that its 
coactivator is regulated by ubiquitination and thus affects the expression of late 
transcription factors. Thus we chose C/EBPβ pull down assays to search the substrate 
of CRL4
Adp
 E3 ligase. Through the Candidate screening strategy and protein 
degradation experiments, it was finally found that Protein C was degraded by the 
CRLs ligase ubiquitination system. In a word, those results provide a potential of Adp 
in therapy for metabolic disease. 
 
Key words: Adp; adipocyte differentiation; ubiquitination 
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缩略词表 
  
FBS                                        Fetal bovine serum 胎牛血清 
BSA Bovine albumin serum 牛血清蛋白 
SDS               Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠 
DMSO  Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 
Tris Tris（hydroxymethyl）aminomethane 三羟基甲基氨基甲烷 
P/S Penicillin/streptomycin 青霉素/链霉素 
DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
RNA Ribonucleic acid 核糖核酸 
PCR  Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 
qRT-PCR Real-time quantitative RT-PCR 实时荧光定量 RT-PCR 
RNAi RNA interferenceRNA 干扰 
EDTA thylene minetetraacetic acid 乙二胺四乙酸 
ATCC American Type Culture Collection 美国模式菌种保藏中心 
PEI Polyetherimide 聚乙烯亚胺  
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第一章 前 言 
1.1 Adp的结构及功能 
1.1.1 Adp 基因概况 
Adipose基因最初从果蝇中被克隆，后被鉴定命名为肥胖相关基因—Adp。该
基因高度保守，在果蝇、哺乳动物和人类中有很高的同源性（图1.1）[1]。人Adp
的cDNA全长2034个核苷酸，编码677个氨基酸，分子重量为75.9kDa。Doane实
验室通过建模的方法预测得到：adipose能形成一个由7个β折叠片和6个α螺旋的相
互作用模块（图1.2）[2]。Adp含有多个蛋白相互作用的结构域，有6个WD40，3
个TPR （tetratrico peptide repeat），能介导一些重要复合物的形成。此外，在脊
椎动物中，Adp蛋白在其N端有一个α螺旋结构域，这一结构也存在于一些DWD 
蛋白和病毒蛋白中，能够与WD40蛋白共同介导Adp与DDB1的结合[3]。 
 
 
图 1.1 Adp 基因同源性比较[1] 
 
1.1.2 WD40 domain 和 TPR motifs 
在真核生物中，WD40-repeat 蛋白属于一个大类家族，这类蛋白广泛参与多
种生物学过程，包括细胞周期调控、信号转导、转录调控、细胞自噬和细胞凋亡
等。其重复保守区一般由40到60个氨基酸残基构成，N端由甘氨酸-组氨酸开始,C
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端到色氨酸-天冬氨酸结束。这些氨基酸残基能够形成多个重复的β折叠，这些折
叠片通常会形成一个7叶的螺旋桨结构。这类蛋白的特异性由其外部的氨基酸序
列决定的，即通过氨基酸在三级结构中形成的电荷、残基表面的疏水性、空间位
阻等来实现蛋白的特异性。它们一般通过与一个或几个蛋白相互作用来发挥其功
能。 
最近的研究表明，除了通过与跨膜蛋白相互作用，参与G蛋白复合体信号转
导过程外，WD40蛋白还在其他生命活动中有新的生理功能。张辉课题组报道，
他们发现了一系列的可以与DDB1-Cul4A相互作用的因子，包括L2DTL、EED、
WDR5、TLE-3等。CDT1是DNA复制相关蛋白，L2DTL能够通过与DDB1-Cul4A
相互作用并泛素化降解CDT1[4]。当DNA损伤时，如紫外线照射等，CDT1能够被
大量降解从而阻止DNA的复制，保证生物体遗传活动的正确性。WDR5和EED是
哺乳动物中组蛋白甲基转移酶复合体的核心组分，David Allis实验室发现WDR5
的WD40结构域能够与组蛋白相互作用，在组蛋白甲基化修饰中起重要作用[5]。
TPR结构域存在于大多数的蛋白质中，常作为伴侣蛋白参与反应。通过形成α螺
旋来介导蛋白之间的结合。 
 
 
 
 
图 1.2 人 Adp 蛋白结构模型[2] 
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1.1.3 Adp 的功能 
Adp以剂量依赖的方式抑制脂肪的积累[1]。Adp在很多组织中都有表达，在
脂肪组织中过量表达会引起消瘦的表型；而当Adp基因缺乏或者敲除时，个体表
现为肥胖[1, 6]。但是目前还不清楚这个基因在其他组织中的作用。为了研究结构
与功能的关系，Graff根据Adp含有的蛋白反应结构域将其分为4个截断。发现羧
基端的截断AdpC1有着与野生型相反的表型，类似于Adp RNAi的表型，能够增
加脂肪的积累。油红染色和三酰甘油含量测定表明，AdpC1在功能上承担显性失
活突变体的角色，当Adp不变而AdpC1表达量增加时，脂肪含量随着增加。GFP
荧光表明，Adp和AdpC1在细胞核和细胞质中都有分布，而且细胞核中表达量明
显高于细胞质。NLS-Adp能够抑制脂肪的积累，而NES-Adp不能甚至促进脂肪的
形成，这表明Adp入核才能发挥其抑制作用，并且存在着翻译后修饰的生物学过
程。现有研究表明，Adp能够作为泛素化系统的adaptor，来调控一些蛋白的泛素
化。xiongyue实验室发现，丧失了与DDB1结合能力的Adp突变体RARA，并不能
像Adp一样抑制脂肪细胞分化[7]。也就是说，Adp与与DDB1的相互作用对于其抗
肥胖的功能是至关重要的。 
此外，在脂肪组织中，Adp能够通过与组蛋白H2A、H2B和H4以及HDAC3
形成复合物来降低PPARγ的表达，但是具体的作用机制还不清楚。ChIP实验证明
Adp和组蛋白在生理条件下有相互作用[7]。对于脂肪前体细胞而言，野生型Adp
和失去与DDB1结合能力的Adp突变体对H2AK119的泛素化水平几乎没有差别。
而在分化了的脂肪细胞中，野生型Adp对H2AK119的泛素化水平明显高于Adp突
变体。体外泛素化实验也表明了H2AK119是CRL4Adp E3 ligase的泛素化底物。
H2AK119R点突变后，CRL4Adp E3 ligase失去了对H2A的泛素化功能，进一步证
明了K119是H2A被CRL4Adp E3 ligase泛素化的位点。 
1.2 蛋白质的泛素化 
1.2.1泛素化修饰机制概述 
不同于甲基化、乙酰化、磷酸化等引入各种官能团来对前体蛋白质修饰，泛
素化是指泛素（一个真核生物体内高度保守的多肽分子）蛋白在一系列酶的作用
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